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@ Synthetische Regulationsregion 

Eine synthetische Regulationsregion auf der Basis eines 
modifizierten lac-Operators erlaubt eine effiziente Expres- 
sion heterologer Gene in E. coli. Die einzelnen Bausteine las- 
sen sich durch andere Elemente wie Promotoren, Operato- 
ren ribosomale Erkennungsstellen oder Spacer-Gruppie- 
run'gen ersetzen und erlauben vielsehige Kombinationen. 
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PATENT ANSPRUCHE; 

1 . Synthetische Regulationsregion fur die Expression 

heterologer G-ene in E. coli, enthaltend einen Pilomotor, 
einen modif izierten lac-Operator und eine rihosomale 
Bindungsstelle , gekennzeichnet durch eines Oder mehrere 
der folgenden Merkmale: 

a) die -35-Region im Promotor hat die Nucleotide 
Sequenz (codierender Strang) 
TTGACA, 

h) die -10-Region im Promotor hat die Nucleotid-Sequenz 
(codierender Strang) 
TATAAT , 

15 c) zwischen der -35- und -10-Region 1st eine Spacer- 

Gruppierung von 16 "bis 19 Basenpaaren und 

d) zwischen der ribosomalen Bindungsstelle und dem 

ATG-Startcodon ist eine Spacer-Gruppierung von 6 "bis 
20 14 Basenpaaren angeordnet. 

2. Regulationsregion nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die -35-Region die Sequenz 

TTGACAT 



25 



hat. 



3. Regulationsregion nach .Anspruch 1 oder 2, dadurch ge~ 
kennzeichnet , daB die -10-Region die Sequenz 
30 GTATAAT 



hat. 



4. Regulationsregion nach einom oder mehreren der vorher- 
35 gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS die 
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-35-Region die Sequenz 

. CTTGACAT 

hat . 

Regulationsregion nach einem Oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Spacer-Gruppierung zwischen der -35 und der 
-10-Region 17 Basenpaare aufweist.. 

Regulationsregion nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Spacer-Gruppierung zwischen der -35 und der 
-10-Region A,T-reich ist. 

Regulationsregion nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Spacer-Gruppierung zwischen der rihosomalen Bin- 
dungsstelle und dem Startcodon 10 Basenpaare aufweist. 

Regulationsregion nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Spacer-Gruppierung zwischen der rihosomalen Bin- 
dungsstelle und dem Startcodon A,T-reich ist. 

Regulationsregion nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die rihosomale Bindungsstelle purinreich ist. 

Regulationsregion nach einem oder mehreren der vorher- 

gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 

der modifizierte lac-Operator die DNA-Sequenz I (Anhang) 

aufweist. 

Regulationsregion nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden .Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
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der modifizierte lac-Operator die DNA-Sequenz Ila (Anhang) 
aufweist. 

12. Genstruktur, enthaltend eine Regulationsregion nach An- 
5 spruch 1 bis 11. 

13. Hybridvector , enthaltend eine Genstruktur nach Anspruch 
12. 

10 14- E. coli, enthaltend einen Hybridvector nach Ahspruch 13. 
15. Polypeptid, exprimiert von E. coli nach Anspruch 14. 
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S ^nthetlsch e w»p;iilationsreglon 

Bei der gentechnischen Herstellung eukaryotischer Poly- 
peptide in Bakterien, insbesondere E.coli, wird das 
"heterologe" Gen, welches far das gewUnschte eukaryotische 
Polypeptid codiert, in einen geeigneten Vektor eingebaut 
und dieser Hybridvektor dann in den bakteriellen Wirt ein- 
K ebracht. Es mussen jedoch eine Reihe von Voraussetzungen 
vorliegen, damit dieses heterologe Gen die Produktion des 
gewtinschten Polypeptids bewirken kann. Eine wesentliche 
Voraussetzung 1st eine funktionierende Regulationsregion, 
bestehend aus einem Operator, einem Promotor und einer 
sogenannten "Shine-Dalgarno-Sequenz" , auch SD-Sequenz 
od er vereinfachend (da an das Ribosom erst die ent- 
sprechende Sequenz der niRNA bindet) im folgenden "ribosoma- 
le Bindungsstelle" genannt. 

Die richtlge Expression des Gens, also die Produktion des 
gewanschten Polypeptids, setzt ein Erkennen des Promoters 
durch den bakteriellen Wirt voraus. Das wirtseigene Enzym 
RNA-Polymerase erkennt eine Teilsequenz in der DM des 
Promotors und bindet an diese Teilsequenz. Hierdurch wird 
eine Offnung der doppelstrangigen DNA in dieser Region be- 
wirkt, worauf die Synthese der mRNA am codlerenden Strang 
(Transkriptionsstrang) beginnt. 

Der Operator, der haufig mit dem Promotor uberlappt, wird 
durch ein wirtseigenes Repressor-Protein erkannt. Durch 
die mehr oder weniger wirksame Bindung dieses Repressor- 
Proteins an den Operator wird die Transkriptionshauf igkeit 
reguliert. Dieses System wird durch Induktoren (Inducer- 
MolekUle) beeinflu&t, die das Repressor-Protein binden und 
so den Operator aktivieren. 

Die ribosomale Bindungsstelle ist schlleBlich dafur ver- 
antwortlich, daft der zunachst synthetisierte Teil der mRNA 
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eine RNA-Sequenz fur die Bindung an das Ribosom . erhalt , an 
dem die Translation, also die "Ubersetzung" in das Poly- 
peptid , stattf indet . 

5 Die Regulationsregion ist somit zustandig fur die Expres- 
sion des Gens in das gevunschte Polypeptid uber die Stufe 
der Transkription (Umschreibung der DNA in mRNA) und die 
anschlieflende Translation. Wichtig fur den Aufbau einer 
solchen Regulationsregion ist aufier der Folge der JTucleo- 

10 tide die Geometrie, also die raumliche Zuordnung von 
Promotor, Operator und ribosomaler Bindungsstelle . 

Im folgenden bezieht sich die Humerierung der Nukleotide 
auf die Stelle des Transkriptionsstartes (Null), vrobei wie 
15 ublich von 5 1 - in 3'-Richtung gezahlt vird, 

Maturliche Promotoren fur die E- coli-RXTA-Polymerase zeigen 
swei Regionen konservierter DNA-Sequensen . Es ist dies zum 
einen die -35-Region und andererseits die -10-Region, auch 
20 "Pribnow-Schaller-Box" genannt, wobei sieh die Bezifferung 
auf die genannte Nucleotid-Nuraerierung bezieht, d.h. dafi 
diese Regionen vor dem Transkriptionsstart angeordnet 
sind. 

25 Die erf indungsgemaBe Regulationssequenz stellt eine Modi- 
fikation der naturlichen Regulationssequenzen dar, die 
eine optimale Bindxing der RNA-Polymerase an den Promotor 
und eine effektive Nutzung des Operators gewahrleistet . 
Die erf indunsgemaSe Regulationssequenz kann entveder 

30 direkt vor das heterologe Gen gesetzt werden, vrorauf das 
gewunschte Polypeptid (init Methidnin am Aminoterminus) 
exprimiert vird, oder es wird ein Bakteriengen - ganz oder 
teilweise - vor das heterologe Gen geschaltet, wodurch ein 
Fusionsprotein exprimiert wird, v;obei ein Bakterienprotein- 

35 Anteil an den Aminoterminus den cowUnoehten Polypeptide 
gebunden ist. 



10 
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Die erfindungsgemafie synthetische Regulationsregion fur 
die Expression heterologer Gene in E. coli, enthaltend 
einen Proraotor, einen modif izierten lac-Operator und eine 
ribosomale Bindungsstelle, ist gekennzeichnet durch 
eines oder mehrere der folgenden Merkmale: 

a) die -35-Region im Promotor hat die Nucleotid-Sequenz 
(codierender Strang) 

TTGAC.A, 

b) die -10-Region im Promotor hat die Nucleotid-Sequenz 
(codierender Strang) 

TATAAT , 

15 c) awischen der -35- und der -10-Region ist eine Spacer- 
Gruppierung von 16 bis 19 Basenpaaren und 

d) zwischen der ribosomoalen Bindungsstelle und dem ATG- 
Startcodon ist eine Spacer-Gruppierung von 6 bis 14 
20 Basenpaaren angeordnet. 

Weitere Ausgestaltungen dieser Erfindung sind in den 
Patentanspriichen niedergelegt . 

25 Neben den bereits genannten Vorteilen zeichnet sich die 
erfindungsgemafle Regulationsregion dadurch aus, da3 sie 
sehr variabel ist und aufgrund einer Reihe singularer Re- 
striktionsschnittstellen die einzelnen Elemente, namlich 
Promotor, Operator und ribosomale Bindungsstelle, sich her- 

30 ausschneiden und roit bekannten Systemen korabinieren 

lassen. Weiterhin kann durch Modifikation der Spacer- 
Gruppierungen die Geometrie variiert und an die Gegeben- 
_ belt en des Einzelf alles noch besser angepafit werden. 



35 Die Konstruktion der erf indungsgemafien Regulationsregion 
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erfolgt vorzugsweise vollsynthetisch. Hierfur konnen die 
bekannten DNA-Synthesemethoden eingesetzt werden, bei- 
spielsweise die Phosphitmethode . 

Die DNA-Sequenz I (Anhang) zeigt eine vorteilhafte Ausge- 
staltung der gesamten Regulationsregion. Die DNA-Sequenzen 
II a bis II h zeigen spezifische, bevorzugte Ausgestal- 
tungen der Sequenz I. Zur Synthese der Sequenzen I bzw. II 
werden am 5'- und 3'-Ende jeweils noch einige Nucleotid- 
paare angefugt, die den Angriff von Restriktionsenzyinen zum 
"Zurechtschneiden" erlauben. Die DNA-Sequenz Ila ist zu- 
satzlich vollstandig aufgefuhrt, vrobei am 5 1 - und 3*-Ende 
je drei Nucleotidpaare angesetzt sind. Selbstverstandlich 
konnten hier auch andere bzw. mehrere Nucleotidpaare ange- 
fugt werden. 

~ In den folgenden Beispielen werden spezielle Ausgestal- 
tungen der Erfindung im einzelnen erlautert $ woraus sich 
die Vielzahl der mbglichen Abwandlungen. und Kombinationen 
fur den Fachmann ergibt. Prozentangaben beziehen sich 
hierbei auf das Gewicht, wenn nichts anderes angegeben 
ist. 

Beispiel 1 

Synthese der DNA-Sequenz Ila 

a) Cheraische Synthese eines einzelstrangigen Oligonucleo- 
tide 

Am Beispiel des Genbausteins la, der die Nucleotide 1-19 
(und zusatzlich drei weitere am 5'-Ende zur Ermoglichung 
des Angriff s von Bam HI) des codierenden Strangs umfaflt, 

wlrd die Synthese der Genbausteine erlSutert. Nach bekann- 

ten Methoden (M ♦ J .Gait et al. f Nucleic Acids Res. 8 (1980) 
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1081-1096) wird das am 3' -Ends stehende Nucleosid, im vor- 
liegenden Palle also Thymldln (Nucleotld Nr. 19), an Kiesel- 
gel ( (R) FRACTOSIL, Plrraa Merck) Uber die 3' -Hydroxyfunktlon 
covalent gebunden. Hlerzu wird zunachst das Kleselgel unter 
Abspaltung von Ethanol mit 3-(Triethoxysllyl)-propylamin 
umgesetzt, wobei eine Si-O-Si-Blndung entsteht. Das Thymidin 
wird in Gegenwart von Paranitrophenol und N,N' -Dicyclo- 
hexylcarbodiimid mit dem modif izierten Trager umgesetzt, 
wobei die freie Carboxygruppe der Succinoylgruppe den 
Aminorest der Propylaminogruppe acyliert. 

in den folgenden Syntheseschritten wird die Basenkorapo- 
nente als 5' -O-Dimethoxytrityl-nucleosid-3' -phosphorig- 
sauremonomethylester-dialkylamid oder -chlorid eingesetzt, 
wobei das Adenin als N 6 -Benzoyl-Verbindung ^das Cytosin 
als N A -Benzoyl-Verbindung, das Guanin als N -Isobutyryl- 
Verbindung und das keine Aminogruppe enthaltende Thymin 
ohne Schutzgruppe vorliegen. 

100 mg des polymeren Tragers, der 4 nmol Thymidin gebunden 
enthalt, werden nacheinander mit den folgenden Agentien 
behandelt : 



a) Nitromethan 

b) gesattlgte Zinkbromidiasung in Nitromethan mit 1 % 
Wasser 

c) Methanol 

d) Tetrahydrofuran 

e) Acetonitril 

f) 80 umol des entsprechenden Nucleosidphosphits und 400 
nmol Tetrazol in 1 ml wasserf reiera Acetonitril (5 
Minuten) 

g) 20 % Acetanhydrid in Tetrahydrofuran mit 40 % Lutidin 
und 10 % Dimethyl aminopyrldin (2 Minuten) 

h) Tetrahydrofuran 



-/- -9- 
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i) Tetrahydrofuran mit 20 % Wasser und HO % Lutidin 
j) 3 % Jod In Kollidin/Wasser/Tetrahydrofuran Im 

VolumenverhSltnis 5:4:1 
k) Tetrahydrofuran und 
5 1) Methanol 

Unter "Phosphit" wird hierbei der Desoxyribose-3 1 -mono- 
phosphorigsaure-monomethylester verstanden, wobei die 
dritte Valenz durch Chlor oder eine tertlSre Amino- 
10 gruppe, beispielswelse einen Morpholinorest , abges&ttigt 
1st. Die Ausbeuten der einzelnen Syntheseschritte kSnnen 
Jewells nach der Detritylierungsreaktion (b) spektrophoto- 
metrisch durch Messung der Absorption des Dimethoxytrityl- 
kations bei einer Wellenl&nge von 496 nm bestimmt werden. 

15 

Nach abgeschlossener Synthese des Oligonucleotids werden 
" die M^hylpholsp^^ rait Hilfe 

von p-Thiokresol und Triethylamin abgespalten. AnschlieBend 
wird durch 3-sttindlge Behandlung mit Ammoniak das Oligo- 

20 nucleotid vora festen TrSger abgetrennt. Eine 2- bis 

3-tSgige Behandlung der Oligomeren mit konzentriertem 
Ammoniak spaltet die Aminoschutzgruppen der Basen quanti- 
tativ ab. Das so erhaltene Rohprodukt wird durch Hoch- 
druckflussigkeitschromatographie (HPLC) oder durch 

25 Polyacrylamid-Gelelektrophorese gereinigt. 

Ganz entsprechend werden auch die tibrigen Genbausteine Ib- 
Ih synthetisiert, deren Nucleotidf olge aus der DNA-Sequenz 
Ila hervorgeht. 

30 

b) Enzymatische VerknUpfung der einzelstrSngigen Oligo- 
nucleotide 



Zur Phosphorylierung der O ligonucleotide am 5' -Terminus 

35 werden je 1,0 nmol der Oligonucleotide lb und Ic unter Zu- 



-X- AO - 
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satz von 10 mnol Adenosintriphosphat mit 6 Einheiten 
T 4 -Polynucleotidkinase in 20 ul 50 mH Tris-HCl-Puf fer (pH 
7,6), 10 mM Magnesiumchlorid und 10 mH Dithiothreitol 
(DTT) 30 Minuten bei 37°C behandelt (CC. Richardson, 
5 Progress in Nucl. Acid Res. 2 (1972) 825). Das Enzym wird 
aurch funfminiitiges Erhitzen auf 95°C desaktiviert . 

Analog wcrdon die Oligonucleotide If und Ig phosphoryliert . 

10 Die Oligonucleotide la und Id und die phosphorylierten 

Oligonucleotide lb und 1c werden in 40 ul 50 mM Tris-HCl- 
Puf fer 5 Minuten auf 95 'C erhitzt, worauf man sie langsam 
auf Raumtemperatur abktthlen lafit. Hierzu fttgt man 20 mM 
Magnesiumchlorid, 10 mM DTT und 1 mM ATP und lafit mit 100 

15 Einheiten T4-DNA-Ligase bei 25°C 16 Stunden lang reagie- 
ren . 



Analog werden die Eragmente Ie und Ih mit den phosphory- 
lierten Fragmenten If und Ig verkniipft.. 

20 

Das Produkt der Ligasereaktion der Oligonucleotide la bis 
Id (Genfragment A) wird gef r iergetrocknet und in 100 ul 
einer Pufferlosung (150 mM KaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,6, 
6mM Magnesiumchlorid), die 200 Einheiten der Endonuclease 
25 Bam HI enthalt, bei 37°C 3 Stunden inkubiert. 

Das Produkt der Ligasereaktion der Oligonucleotide 

Ie bis Ih (Genfragment B) wird gef riergetrocknet und in 

100 u-1 einer Puff erltfsung (100 mM Tris-HCl, pH 7,5, 

30 50 mM NaCl, 5 mM Magnesiumchlorid), die 200 Einheiten der 
Endonuclease Eco RI enthalt, bei 37°C 3 Stunden inkubiert. 
Nach dem Stoppen der Enzymverdauung durch 2minutiges 
Erhitzen auf 95 °C werden die geschnittenen Genfragment e A 
und B durch Gelelektrophorese auf 15 *igem Polyacrylamidgel 

35 (ohne Harnstof f zusatz , 20 x 40 cm, 2 mm Dicke), gereinigt, 
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wobei als Markersubstanz pBR 522 (Fa. Biolabs), geschnitten 
mit Hae III, dient. Nach Extraktion der DNA-Banden und 
Reinigung uber ^ R ^Sephadex G50 und Sep Pak (Pa. Waters) 
werden die Genf ragniente A und B durch "blunt erid ligation" 
5 verknupft* Man erhalt so eine synthetische Regulations- 
region entsprechend der DNA-Sequenz Ila, die am 5 f -Ende 
des codierenden Strangs eine Verlangerung flir den Angriff 
von Bam HI und am 3'-Ende des codierenden Strangs eine Ver- 
langerung flir den Angriff von Eco RI aufweist. 

10 

Beispiel 2: 

Hybridplasmide, die die synthetische Kontrollregion ent- 
halten 

15 

a) Einbau der Kontrollregion in pUC 8 

Das handelsubliche Plasmid pUC 8 wird in bekannter Weise 
mit den Restriktionsendonucleasen Eco RI und Bam HI geoff- 

20 net und uber IjSige niedrigschmelzende Agarose-Gele von den 
herausgeschnittenen Oligonucleotiden abgetrennt. Die 
Viedergewinnung des geschnittenen Plasmids erfolgt nach 
Auflosen des Gels bei erhohter Temperatur nach Mafigabe der 
Hersteller. 1 jjig des so gebffneten pUC 8-Plasmids werden 

25 mit 10 |ig der synthetischen Kontrollregion laittels T4 DNA- 
Ligase bei 14°C uber Nacht ligiert. Man erhalt so ein 
modif iziertes pUC 8-Plasmid mit der integrierten Kontroll- 
region. Dieses Hybridplasmid 1st in der Figur 1 darge- 
stellt, in der die Kontrollregion als SIP bezeichnet ist, 

30 was fur "synthetischer idealisierter Proraotor" steht. 

b) Transformation 

Der Stamm E. cb li K 12 wird _durch Behandeln mit einer 70 

35 mM C.'O ci urachl oridl Jirsunr. kompotnnt r.omaolrt und mit der 
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Suspension des Hybridplasmides in 10 mM Tris-HCl-Puf f er 
(pH 7,5), der 70 mM an Calciurachlorid ist, versetzt. 
Die transformierten Stamme werden auf Ampicillinresistenz 
selektiert und die inserierte Sequenz durch Sequenzie- 
rung nach Maxara-Gilbert verifiziert (A. Maxam und W. Gil- 
bert, Proc. Natl. Acad. Sci . USA 74, 560-564 (1977). 

Beispiel 3: 

Express ionsplasmide, die die synthetische Kontrollregion 
enthalten 

Das handelsubliche Plasmid pBR 322 wird mit den Restrik- 
tionsenzymen Bam HI und Sal I geoffnet und wie oben be- 
schrieben liber ein 1 *iges Agarose-Gel gereinigt. Die 
synthetische Kontrollregion wird aus dem modif izierten pUC 
8-Derivat durch Schneiden mit den Enzymen Eco RI und Bam 
HI rcisolic-rt, auf 10 £igen Polyacrylamidgelen gereinigt 
und durch anschlieBende Elektroelution wiedergewonnen. In 
analoger Veise wird das T -Interf erongen aus entsprechenden 
Hybridplasmiden durch Schneiden mit den Restriktionsenzy- 
men Eco RI und Sal I und Reinigen uber ein 2#iges Gel aus 
niedrigschmelzender Agarose isoliert. Als Hybridplasmid, 
das das y-Interferongen enthalt, wird das Plasmid pMX 2 
eingesetzt, dcssen Herstellung in der Deutschen Patent- 
anmeldung P 34 09 966.2 beschrieben ist. Es kann jedoch 
auch das in der Europaischen Patentanmeldung 0 095 350 be- 
schriebene Plasmid eingesetzt werden. 

Das linearisierte Plasmid. pBR 322, die synthetiche 
Kontrollregionen und das v-Interf erongen werden dann in 
bekarmter V/eise ligiert, wobei das Plasmid gemaS Pigur 2 
erhalten wird . 
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Beispiel 4: 

Aktivitatsvergleich der synthetischen Kontrollregion 
mit der bekannten starken Kontrollregion tac 

5 

Das literaturbekannte Plasraid pKK 177.3 (E. Amann et al., 
Gene 25, 167 (1983) wird mit den Restriktionsenzyraen 
Eco RI und Sal I wie oben beschrieben geschnitten und das 
Y~Interf erongen eingebaut, wodurch dieses an die tac- 
10 Kontrollregion gekoppelt wird. Man erhalt das Plasmid gemaS 
Pigur 3- 

Zur Entfernung der tac-Kont rollregion aus pKK 177.3 
wird dieses mit Bam HI und Sal I verdaut. Das so liheari- 
15 sierte Plasmid wird wie oben beschrieben mit dem 

Y-Interf erongen und der synthetischen Kontrollregion 
ligiert. Man erhalt das Hybridplasmid gema!3 Pigur 4. 

Die Hybridplasmide gemafi Pigur 3 und Pigur 4 werden in E. 

20 coli K 12 transf ormiert und die Bakterien in 2 YT-Medium 

(Miller, Experiments in Molecular Genetic; 1972) angezogen, 
bis eine optische Dichte von 1 bei 578 nm in der Schuttel- 
kultur erreicht ist- Zu einem Teil der Bakterienkultur wird 
0,1 mM IPTG (lsopropyl-13-thiogalaktopyranosid) zugesetzt 

25 und hierdurch die Synthese von y-Interferon 2 Stunden lang 
induziert. 

Anschliefiend werden die Bakterien abzcntrif ugiert und 
durch Behandlung mit Lysozyra, EDTA und Ultraschall aufge- 
30 schlossen (Maniatis et al., Molecular Cloning, Cold Spring 
Harbor, 1982). Die Interf erontiter der Bakterienlysate wer- 
den mit einem kauflichen Radioimmunoassay (Celltech) wie 
folgt ermittelt: 
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Plasmid gemaB Figur 3:1 x 10 5 Einheiten pro ml 
Plasmld gemafe Figur 4: 1,5 x 10 5 Einheiten pro ml. 

Im Vergleich zu der bekanntermafien exzellenten tac-Region 
wird somit mit der erf indungsgemaBen Kontrollregion eine 
urn 50 % h6here Y-Interf eron-Ausbeute erhalten. 
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